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Estudios previos registrados por organismos como la FAO (Food and Agriculture 
Organization of the United Nations)  sugiere que el consumo de ácido oleico, linoléico 
y α-linolénico, podrían estar relacionadas con la prevención de enfermedades 
cardiovasculares, cáncer, diabetes mellitus, artritis reumatoide, asma, etc. 
 
El presente trabajo tuvo por objetivo validar e implementar una metodología analítica 
por cromatografía de alta eficiencia (HPLC)  usando una columna Rp 18 para 
determinar  la composición de ácido oleico, linoléico y α-linolénico libres en aceites de 
origen vegetal. 
 
Se determinó la linealidad del método utilizando estándares de los ácidos α-linolénico 
(C18:3), linoleico (C18:2) y oleico (C18:1) con pureza ≥ 99%, preparando curvas de 
calibración con concentraciones de 100, 150, 200, 250 y 300 mg/L. Las curvas de 
calibración obtenidas presentaron un coeficiente de correlación superior a 0,995. 
 
Se determinó el límite de detección y de cuantificación utilizando los estándares de 
cada ácido graso poliinsaturado en concentraciones inferiores a la curva de calibración 
como son 25, 50 y 75 mg/L. Las concentraciones del límite de cuantificación fueron 
de 2.84, 2.39 y 5.65 mg/L para los ácidos α-linolénico, linoleico y oleico, 
respectivamente. La concentraciones para límite de detección fueron de 7.76, 7.44 y 
23.72 mg/L para los ácidos α-linolénico, linoleico y oleico respectivamente. 
La precisión se determinó por medio de la repetitibilidad y reproducibilidad. La 
repetitibilidad se evaluó con 6 muestras de aceite de sacha Inchi extra virgen en un 
mismo día, por un mismo analista y con el mismo instrumento de medición. La 
reproducibilidad se evaluó en 6 días diferentes, diferente analista y diferente 
instrumento. Los coeficientes de variación obtenidos en repetitibilidad y 
reproducibilidad para los ácidos grasos se ajustaron a la norma de la AOAC, y la USP. 
El coeficiente de variación (CV) o desviación estándar relativa (RSD) para los ácidos 
α-linolénico y linoleico fueron de 1.28, 1.24% para repetitibilidad, 0.769 y 0.723% 
para reproducibilidad respectivamente, cumpliéndose con lo indicado por la USP que 
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sugiere que el RSD debe ser menor a 2.7 %. El cociente 
repetitibilidad/reproducibilidad fue de 1.7 para el ácidos α-linolénico  y 1.9 para el 
ácido linoléico, estando dentro del rango establecido por la AOAC que es de 1.5 a 2. 
 
La exactitud se evaluó a través de la determinación de la recuperación en una muestra 
de aceite sin y con fortificación por adición de los estándares de ácidos α-linolénico 
(C18:3), linoleico (C18:2) y oleico (C18:1). Se obtuvieron valores de recuperación 
entre 100.5 y 110.6%. 
 
Se analizaron por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) 5 muestras de 
aceites vegetales de linaza, sacha Inchi, soja y zapallo de variedades Zambo y Macre, 
determinando el contenido de ácido α-linolénico libre de 25.7, 20.3, 6.0, 2.6 y 2.3% 
respectivamente y ácido linoléico libre de 10.4, 9.9, 24.5, 10.1 y 11.7%. No se detectó 





















Previous studies reported by agencies such as FAO (Food and Agriculture 
Organization of the United Nations) suggests that consumption of oleic, linoleic and 
α-linolenic acid, may be related to the prevention of cardiovascular disease, cancer, 
diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, asthma etc.. 
 
The objetive of the present work was to validate and to implement an analytical 
methodology for high-efficiency chromatography (HPLC) using a column Rp 18 to 
determine the composition of free polyunsaturated fatty acids in vegetable oils. 
 
Linearity  of the method was determined using standards of acids α-linolenic (C18: 3), 
linoleic (C18: 2) and oleic  (C18: 1) , with ≥ 99% purity, the calibration curves was 
prepared with concentrations of 100, 150, 200, 250 and 300 mg/L. The calibration 
curves showed a correlation coefficient greater than 0.995. 
 
The limit of detection and quantitation was determinated using standards each 
polyunsaturated fatty acid at concentrations below the calibration curve such as 25, 50 
and 75 mg/L. The quantification limit concentrations were 2.84, 2.39 and 5.65 mg/L 
for the α-linolenic acid, linoleic and oleic acid, respectively fulfilled as indicated by 
the USP suggesting that the RSD must be less than 2.7%. The detection limit 
concentrations were 7.76, 7.44 and 23.72 mg/L for the α-linolenic acid, linoleic and 
oleic acid, respectively; still within the range established by the AOAC that is 1.5 to 
2. 
 
The precisión is determined by means of repeatability and reproducibility. The 
repeatability was evaluated 6 samples Sacha Inchi oil extra virgin in one day, by the 
same analyst with the same measuring instrument. Reproducibility was assessed on 6 
different days, different analyst and different instrument. Variation coefficients 
obtained repeatability and reproducibility for fatty acids was adjusted to the standard 
AOAC and USP. The coefficient of variation (CV) or relative standard deviation 
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(RSD) for α-linolenic acid and linoleic acid were 1.28, 1.24% for repeatability, 0.769 
and 0.723% for reproducibility, respectively. The ratio repeatability / reproducibility 
was 1.7 for the α-linolenic acid and 1.9 for linoleic acid. 
 
Exactitude is assessed by determining the recovery of an oil sample, with and without 
fortification by standards adding α-linolenic acid (C18: 3), linoleic (C18: 2) and oleic 
(C18: 1). Recovery values were obtained between 100.5 and 110.6%. 
 
Were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) 5 samples of 
vegetable oils, linseed oil, Sacha Inchi, soybeans and pumpkin varieties and Macre 
Zambo, concetracion determining α-linolenic acid free 25.7, 20.3, 6.0, 2.6 and 2.3 % 
respectively and free linoleic acid 10.4, 9.9, 24.5, 10.1 and 11.7%. Oleic acid was not 
























Los ácidos grasos,  son ácidos carboxílicos de cadena hidrocarbonada de longitud y 
grado de instauración variable, que pueden estar  libres y esterificados al glicerol en 
aceites. Por el número de dobles enlaces se clasifican en ácidos grasos 
monoinsaturados (presentan un doble enlace) como el del ácido oleico y 
poliinsaturados (presentan de dos a mas dobles enlaces) como el ácido linoléico y  α-
linolénico, estos últimos son considerados esenciales ya que el cuerpo humano no 
puede sintetizarlos y se deben ingerir con los alimentos (30, 76). 
 
El aceite vegetal puede provenir de varios frutos o semillas, entre ellos: aceituna (fruto 
del olivo), soya, palma (tanto del mesocarpio del fruto como de la semilla), sésamo o 
ajonjolí, girasol, arroz, maíz, lino, almendra, nuez, semillas de uva, semillas de 
amapola, semillas de zapallo, etc. (11).  
 
Los aceites vegetales contienen un largo número de componentes que pueden ser 
clasificados en fracciones saponificables e insaponificables. Alrededor del 98 % de 
aceites esta mayormente constituido de ácidos grasos y glicerol presentes en 
monoglicerdos, diglicéridos y triglicéridos. Estos aceites vegetales de acuerdo a los 
procesos de extracción, almacenamiento, hábitat, clima, altura, etc. pueden presentar 
diversos niveles de ácidos grasos (palmítico, mirístico, palmitoleico, esteárico, oleico, 
linoleico y linolénico) (23). 
 
Actualmente la demanda de aceites vegetales se incrementa por que contienen altos 
niveles de ácido oleico, linoléico y α-linolénico. Organismos como la FAO (Food and 
Agriculture Organization of the United Nations) sugiere que podrían estar relacionadas 
con la prevención de enfermedades cardiovasculares, cáncer, diabetes mellitus, artritis 
reumatoide, asma, etc. (55) .Por lo cual existen normas como:  
i. El Análisis de Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP) que vela por 
la inocuidad de los alimentos y así mejorar los procesos de elaboración 
haciendo que los alimentos sean seguros, eficientes y eficaces para reducir 
reclamos, devoluciones, reprocesos y rechazos. 
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ii. Para poder conocer la cantidad de los ácidos grasos presentes en aceites es 
necesario métodos rápidos, sencillos y de bajo costo para poder determinarlos, 
así es como los laboratorios de control de calidad  tienen como requisito validar 
los métodos analíticos como lo exige la Norma Técnica Peruana NTP-
ISO/IEC 17025, con fin de  garantizar la precisión, exactitud, sensibilidad y 
reproducibilidad, garantizando la calidad de los ensayos y resultados.  
 
Existen diversos métodos analíticos empleados  para la determinación de ácidos 
grasos, el más conocido es la determinación por cromatografía de gases (GC). 
Estudios previos aportan que los ácidos grasos  (ácido oleico ω-9, ácido linoléico ω-6 
y ácido α-linolénico ω-3)  que pueden ser determinarlos  por HPLC a una longitud de 
onda (λ) de 205 a 208 nm (66, 23). 
 
El desarrollo del método analítico usando Cromatografía Liquida de Alta Resolución 
(HPLC) en la determinación de ácidos grasos insaturados (presencia de dobles 
enlaces), ofrece las siguientes ventajas respecto al método por Cromatografía de Gases 
(GC) (23, 66): 
i. Reduce el riesgo de isomerización de los ácidos insaturados. 
ii. No se derivatizan. 
iii. Es más barato. 












El presente trabajo pretende alcanzar los siguientes objetivos: 
1. Validar el método analítico usando instrumentos calibrados mediante la 
aplicación de parámetros de desempeño: 
 Determinar la linealidad,  de método mediante una curva de calibración, 
sensibilidad, límite de detección y cuantificación, precisión del método 
a partir de la reproducibilidad y repetitibilidad, exactitud del método en 
términos de recuperación y la selectividad del método a partir de su 
exposición a diferentes condiciones. 
2. Implementar la metodología analítica por HPLC para  la determinación de 
la composición en ácidos grasos omega libres en cinco muestras de aceites 

























Dado que los ácidos α-linolénico, linoléico y oleico son importantes para la nutrición 
humana, es probable validar una metodología analítica usando Cromatografía Liquida 
de Alta Resolución (HPLC) para determinarlos, sin derivatización a una longitud de 
























1. ÁCIDOS GRASOS 
Los ácidos grasos son ácidos carboxílicos que constan de cadenas 
hidrocarbonadas de longitud y grado de instauración (dobles enlaces)  
variables. Los ácidos grasos se  encuentran de formas libres y esterificados al 
glicerol como componentes de los lípidos ver Figura Nº 01 (30, 76). Los ácidos 
grasos pueden ser: 
i. Saturados: no presentan dobles enlaces como el ácido palmítico (Figura 
Nº 02). 
ii. Insaturados: presentan dobles enlaces y se clasifican en: 
a. Monoinsaturados: solo presentan un doble enlace como el ácido 
oleico (Figura Nº 03). 
b. Poliinsaturados: contienen dos o más dobles enlaces como el 
ácido linoléico y α-linolénico (Figura Nº 04 y 05 
respectivamente). 
La configuración de los dobles enlaces de los ácidos grasos son casi siempre 
cis. Los dobles enlaces en los ácidos grasos poliinsaturados están separados 
entre sí por, al menos, un grupo metileno. 
La abreviatura  C18:0 indica que es un ácido graso con 18 carbonos (C18)  sin 
dobles enlaces, mientras que C18:2 significa que tiene 2 dobles enlaces. En las 
Figuras  Nº 02  y 03 se muestra la estructura del ácido palmítico (C16,  saturado)  




Figura Nº 01 
Los átomos de carbono de los ácidos grasos se numeran empezando por el 
extremo carboxilo. Los átomos de carbono 2 y 3 suelen denominarse α y β, 
respectivamente. Al átomo de carbono del grupo metilo del final de la cadena 
se le llama átomo de carbono omega (ω), se empieza a contar desde este, hasta 
el carbono donde se ubica el doble enlace y el número de carbonos contados es 







Figura Nº 02 
1.1. ÁCIDO OLEICO 
Es un ácido graso monoinsaturado (MUFA) conocido como omega 9,  que es 
el más abundante en la dieta occidental. 
 
Figura Nº 03.- Ácido oleico (C18:1), omega 9 (ω-9),  
  Ácido cis-9-octadecenoico 
 
La FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) establece 
criterios que deberían ser utilizados para juzgar los niveles y los grados de 
evidencia requeridos para concluir que la grasa total y los ácidos grasos 
afectan de manera importante a la salud y a las consecuencias de la 
enfermedad. 








Dado el número limitado de ensayos controlados aleatorios sobre la grasa de 
la dieta y las enfermedades crónicas o la mortalidad se acordó que para que 
se formulara una recomendación dietética se necesitaba una evidencia de 
grado suficiente para ser “convincente “ o “probable” (55). 
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES SOBRE LOS ÁCIDOS 
GRASOS MONOINSATURADOS (MUFA) SEGÚN LA FAO (55). 
 Hay evidencia convincente de que la sustitución de hidratos de carbono por  
MUFA aumenta la concentración del colesterol de las lipoproteínas de alta 
densidad (HDL). 
 Hay evidencia convincente de que la sustitución de ácidos grasos saturados 
SFA (C12:0-C16:0) por MUFA reduce la concentración del colesterol de 
las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y la relación colesterol 
total/colesterol HDL. 
 Hay evidencia posible de que la sustitución de los hidratos de carbono por 
MUFA aumenta la sensibilidad a la insulina. 
 Hay evidencia insuficiente para la relación entre el consumo de MUFA y 
las enfermedades crónicas tales como CHD (enfermedad coronaria) y 
cáncer. 
 Hay evidencia insuficiente para la relación entre el consumo de MUFA, el 
peso corporal y el porcentaje de adiposidad. 
 Hay evidencia insuficiente para la relación entre el consumo de MUFA y 
el riesgo de diabetes. 
La determinación de la ingesta de MUFA es peculiar porque se calcula por 
diferencias, por ejemplo: MUFA = Ingesta total de grasa (%E) –ácido graso 
saturado (SFA) (E%) –  ácido graso poliinsaturado (PUFA) (E%) – ácidos 
grasos trans (TFA) (E%). Siendo E % el porcentaje de energía. 
Por tanto, la ingesta de MUFA puede resultar muy variable dependiendo de la 





1.2. ÁCIDO LINOLÉICO (AL) 
Es un ácido graso poliinsaturado (PUFA) omega 6 que contiene dos dobles 
enlaces. Es considerado esencial debido a que el organismo humano no es 
capaz de sintetizarlo y por ello se sugiere ingerirlos en los alimentos. 
 
Figura Nº 04.- Ácido linoléico (C18:2), omega 6 (ω-6) 
     Ácido cis, cis-9,12-octadecadienoico. 
1.3. ÁCIDO α-LINOLÉNICO (ALA) 
Es un ácido graso poliinsaturado (PUFA)  omega 3 que contiene tres dobles 
enlaces. Así como el ácido linoléico es también considerado esencial. 
 
FIGURA Nº 05.- Ácido α-linolénico (C18:3), omega 3 (ω-3), 
  Ácido cis, cis, cis-9, 12, 15-octadecatrienoico 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES PARA LOS ÁCIDOS 
GRASOS POLIINSATURADOS (PUFA) SEGÚN LA FAO (55).  
 Hay una evidencia convincente de que los ácidos linoleico (LA) y alfa-
linolénico (ALA) son esenciales ya que no pueden ser sintetizados por los 
humanos. 
 Hay una evidencia convincente de que la sustitución de ácidos grasos 
saturados SFA por PUFA disminuye el riesgo de CHD (enfermedad 
coronaria). 
 Hay una evidencia convincente y suficiente a partir de estudios 
experimentales para establecer una ingesta aceptable que cubra las 
necesidades de los ácidos grasos esenciales linoleico (LA) y alfa-
linolénico (ALA). 
 Hay una evidencia posible de que los PUFA afectan al riesgo de 
alteraciones en los índices relacionados con el síndrome metabólico. 
 Hay una evidencia posible de que existe relación entre la ingesta de PUFA 
y el riesgo de diabetes. 
 Hay una evidencia insuficiente para establecer una relación entre la 
ingesta de PUFA y el cáncer. 
 Hay una evidencia insuficiente para relacionar la ingesta de PUFA, el peso 
corporal y el porcentaje de adiposidad. 
Los valores mínimos de ingesta para los ácidos grasos esenciales con el fin de 
prevenir los síntomas de deficiencia se estiman, a un nivel convincente, como 
2.5%E de LA más 0.5%E de ALA. 
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES PARA LA INGESTA DE 
ÁCIDOS GRASOS POLIINSATURADOS ω-3 SEGÚN LA FAO (55). 
Las evidencias disponibles indican que la ingesta de 0.5-0.6%E de ácido alfa-
linolénico (ALA) diaria previene los síntomas de deficiencia. La ingesta total 
de ácidos grasos ω-3 se sitúan entre 0.5 y 2%E en tanto que los requerimientos 
mínimos de ALA (>0.5%E) para adultos previenen los síntomas de deficiencia. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES PARA LOS ÁCIDOS 
GRASOS POLIINSATURADOS ω-6 SEGÚN LA FAO (55). 
Se reconoció que se dispone de muy escasa cantidad de datos obtenidos en 
humanos para establecer una estimación cuantitativa precisa de los 
requerimientos de ácido linoleico (LA) para prevenir su deficiencia; por tanto, 
se recomienda un intervalo de requerimientos en vez de una media. Los 
estudios en animales y en humanos demostraron que la prevención de los 
signos de deficiencia (por ejemplo, los que ocurren en las ratas: reducción de 
crecimiento, descamación en la piel y necrosis en la cola) se producen cuando 
el ácido linoleico proporciona 1-2% de la energía total. Por tanto, se propuso 
un requerimiento medio estimado (EAR) del 2%E y una ingesta adecuada (AI) 
de 2-3%E. 
Hay evidencia insuficiente para establecer cualquier relación entre el consumo 
de PUFA ω-6 y el cáncer. 
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES PARA LA RELACIÓN ω-6/ 
ω-3 SEGÚN LA FAO (55). 
Basándose en la evidencia y en las limitaciones conceptuales, no parece 
razonable hacer recomendaciones específicas para la relación ω-6 a ω-3, o la 
relación LA a ALA siempre que las ingestas de ambos tipos de ácidos grasos 
se sitúen dentro de las recomendaciones establecidas. 
2. ACEITES  Y GRASAS COMESTIBLES 
Productos de origen animal o vegetal, o sus mezclas, que reúnan las 
características y especificaciones de la Reglamentación Técnica Sanitaria, y 
cuyos componentes principales son glicéridos de los ácidos grasos, pudiendo 
contener otras sustancias en proporciones menores. 
Por su naturaleza se clasifican de la siguiente manera: 
 ORIGEN VEGETAL: Los que se obtienen de frutos o semillas 
oleaginosos. 
 ORIGEN ANIMAL: Los que se obtienen de los depósitos adiposos de 




3. ACEITE VEGETAL 
El aceite vegetal es un compuesto orgánico obtenido a partir de semillas u otras 
partes de las plantas. Como todas las grasas está constituido por glicerina y tres 
ácidos grasos.  
 
El aceite vegetal puede provenir de varios frutos o semillas, entre ellos: 
aceituna (fruto del olivo), soya, palma (tanto del mesocarpio del fruto como de 
la semilla), sésamo o ajonjolí, girasol, arroz, maíz, lino, cáñamo, almendra, 
nuez, avellana, semillas de uva, semillas de amapola, semillas de zapallo (11).  
 
3.1. SACHA INCHI Plukenetia Volubilis L. 
El Sacha Inchi es una planta perenne oleaginosa nativa de la región amazónica 
del Perú (12).  
La planta ha sido cultivada por el pueblo indígena por siglos. El Sacha Inchi 
crece en tierra arcillosa y ácida. La planta puede crecer en el clima amazónico 
con temperaturas que van de 10 a 36 grados. Sin embargo, cuando la 
temperatura es demasiado alta, la planta perderá flores y frutos y cuando hay 
demasiada sombra, el crecimiento toma más tiempo y la producción será 
menor. Además, el Sacha Inchi necesita un suministro de agua constante para 
crecer. El Sacha Inchi puede crecer a una altura de dos metros (12). 
  
Las hojas tienen una longitud de 10 a 12 cm y una anchura de 8 a 10 cm. Florece 
cinco meses después de su plantación. Los frutos de la planta del Sacha Inchi 
son cápsulas que consisten de cuatro (hasta siete) lóbulos que contienen las 
semillas. Los frutos son verdes pero cuando maduran se convierten a marrones 
negruzcos (ver imagen Nº  01) (86). 
 
Las semillas son de 1.5 a 2 cm en diámetro y pesan alrededor de 45 a 100 







Imagen Nº 01.- 
Semillas de sacha Inchi 
 
Clasificación taxonómica de la especie (86) 
 







Especie P. volubilis L. 
Sinónimos Plukenetia perviana Muell 





Las semillas de Sacha Inchi consisten de 33% de proteínas y 54% de aceite. El 
aceite es una de las fuentes vegetales más grandes de Omega. El aceite contiene 
46.0 % de Omega 3, así como 36.0% de Omega 6 y de 8.3% a 10% de Omega 
9, tal como se presenta en la Tabla Nº 02 
 
TABLA Nº 02.- Composición de aceites grasos del aceite de Sacha Inchi 
Ácido Graso Descripción  Porcentaje (%) 
Palmítico C 16:0 4% 
Esteárico C 18:0 3% 
Oleico (ω-9) C 18:1 10% 
Linoleico (ω-6) C 18:2 36% 
Alfa-linoleico (ω-3) C 18:3 46% 
 
3.2. LINAZA Linum usitatissimum 
El nombre botánico de la linaza es Linum usitatissimum de la familia Linaceae. 
La linaza es un cultivo floriazul muy versátil.  
Las semillas que son utilizadas para alimentación humana y animal son 
cosechadas y posteriormente tamizadas a través de una malla fina, lo que 
resulta en un conjunto uniforme de semillas enteras (consideradas 99.9% puras 
(87).  
 
La semilla de linaza es plana y ovalada con un borde puntiagudo,  mide entre 
4 y 6 mm. Las semillas de linaza pueden variar de color desde café-oscuro hasta 
amarillo claro.  El color de la semilla se determina a través de la cantidad de 
pigmento en la cubierta exterior de la semilla entre más pigmentación, más 
obscura es la semilla. El color de la semilla se modifica fácilmente a través de 







Clasificación taxonómica de la especie 








Especie: L. usitatissimum 
Nombre binomial Linum usitatissimum 
 
 
Imagen Nº 02. -  Linaza 
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La linaza es rica en grasa, proteína y fibra dietética. En promedio, la linaza café 
canadiense contiene 41% de grasa, 20% de proteína, 28% de fibra dietética 
total, 7.7% de humedad y 3.4% de ceniza.   
El aceite de linaza contiene una mezcla de ácidos grasos (ver Tabla 04). Este 
producto es rico en ácidos grasos poliinsaturados, particularmente en ácido 
alfa-linolénico  el cual es el ácido graso esencial omega 3 y el ácido linoléico, 
el cual es el ácido graso esencial omega 6 (88). 
 
TABLA Nº 04.- Composición del aceite de linaza, expresada como g sobre 
100 g  
Ácidos grasos saturados Ácidos grasos 
monoinsaturados 
ácidos grasos poliinsaturados 
Palmítico (%) Esteárico (%) Oleico (%) Linoléico (%) α-linolénico (%) 
1.8 – 5.3 1.4 – 4.1 20.1 – 27.7 12.7 – 22.4 53.3– 57.3 
 
3.3. SOJA Glycine max 
La soja puede crecer desde 20 cm hasta 1 metro de altura . 
Las vainas, tallos y hojas están cubiertas por finos pelos marrones o grises. Las 
hojas son trifoliadas. Las hojas caen antes de que las semillas estén maduras.  
El fruto es una vaina pilosa que crece en grupos de 3-5, cada vaina tiene 3-8 
cm de longitud y usualmente contiene 2-4 (raramente más) semillas de 5-
11 mm de diámetro. 
La soja se da en varios tamaños y la cáscara de la semilla es de color negro, 
marrón, azul, amarillo, verde o abigarrado. La cáscara del poroto maduro es 
dura, resistente al agua y protege al cotiledón e hipocótilo (o germen) de daños. 
Si se rompe la cubierta de la semilla, ésta no germinará. La cicatriz, visible 
sobre la semilla, se llama hilum (de color negro, marrón, gris y amarillo) y en 
uno de los extremos del hilum está el micrópilo, o pequeña apertura en la 





Imagen Nº 03 
Semillas de Soja 
Clasificación taxonómica de la especie 















Especie: G. max 
 
El aceite de soja es un aceite vegetal que procede del prensado de la soja. Este 
aceite es abundante en ácidos grasos poliinsaturados ver Tabla Nº 06 (88). 
En los últimos años, y a consecuencia del florecimiento de la industria 
del biodiesel, se está potenciando el consumo de grasas vegetales (88). 
                     Tabla Nº 06.- contenido de ácidos grasos. 
Ácidos grasos   Contenido (%) 
Ácido oléico  22.0 
Ácido linoléico  54.0 




3.4. ZAPALLO Cucurbita máxima Dutch 
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 El zapallo pertenece a la familia de las cucurbitáceas, son plantas rastreras de 
tallos suculentos y grandes hojas que cubren el suelo, cuyo cultivo se remonta 
a los inicios de nuestra agricultura en el antiguo imperio inca (54). 
 
    Clasificación  taxonómica (38) 
Reino:  Vegetal 
División:  Angiospermas 
Clase:  Dicotiledónea 
Sub clase :  Sympetalas 
Orden:  Cucurbitales 
Familia:  Cucurbitáceas 
Genero:  Cucurbita 
Especie:  máxima 
Nombre científico: Cucurbita máxima Dutch. 




Es la variedad más común que existe tanto en la costa como en la sierra. (38). 
 Zambo 
Crece en las quebradas de la sierra (54). 
Composición fisicoquímica 






Tabla Nº 07.- Composición de la semilla de Cucurbita máxima fresca. 
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Composición química (g/kg) Ácidos grasos (% grasa) 
Grasas 524 Ácido mirístico (14:00) 0.16 
Carbohidratos 129.08 Ácido palmítico (16:00) 10.84
Proteínas 274.85 Ácido heptadecanoico (17:00) 0.18 
Fibra 161.54 Ácido esteárico (18:00) 5.84 
Ceniza 44.22 Ácido oleico (18:1) 14.83
Humedad 27.51 Ácido linoleico (18:2) 56.60
Aminoácidos (mg/kg) Ácido araquídico(20:00) 0.36 
Ácido aspártico 20.41 Ácido eicosanoico (20:1ω-9) 0.07 
Ácido glutámico 48.94 Ácido α- linolénico (18:3 ω-3) 0.24 
Alanina 10.16 Ácido behenico (22:00) 0.09 
Arginina 8.69 Ácidos grasos saturados 17.47
Fenilalanina 13.14 Ácidos grasos monoinsaturados 14.90
Glicina 16.47 Ácidos grasos poliinsaturados 56.84
Isoleucina 10.89 Tocoferoles (mg/kg)  
Histidina 16.51 α-Tocoferol 20.79
Leucina 19.11 γ-Tocoferol 28.70
Lisina 9.94 β-Caroteno 31.40
Metionina 4.96 β-Criptoxantina 0.21 
Prolina 10.05   
Serina 12.28   
Tirosina 4.85   
Treonina 6.86   
Valina 15.25   
 
 






La cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC), es una técnica de 
separación, usada principalmente para la separación y cuantificación de 
componentes de una muestra basado en una fase estacionaria sólida y una fase 
móvil líquida. Las separaciones se logran por procesos de partición, adsorción 
o intercambio iónico, exclusión por tamaño, según el tipo de fase estacionaria 
empleada (61). 
 
La fase estacionaria: se empaca o deposita en la columna. 
Por lo general está constituida por un sólido poroso, con un tamaño de partícula 
muy pequeño, de superficie inerte. Este solido está recubierto por una pequeña 
capa o película de un líquido (61). 
La fase móvil: pasa a través de la columna a una velocidad determinada y 
transporta la muestra. 
Es un solvente de alto grado de pureza o mezcla de ellos (61). 
 
 CROMATOGRAFÍA  
La HPLC ha tenido una creciente difusión desde comienzos de la década del 
70,   y hoy representa una de las herramientas más empleadas en el laboratorio 
analítico moderno, ya sea esté dedicado a la investigación básica o aplicada, 
industrial, biológico o bromatológico. 
La fase estacionaria puede ser un sólido, un líquido retenido sobre un sólido o 
un gel.  
La fase estacionaria puede estar extendida como una capa o distribuida como 
una película, etc. La fase móvil puede ser líquida o gaseosa”. 
Una definición tan general como esta puede sin embargo presentar 
restricciones, por ejemplo ante el desarrollo en la década del 60 de la 
Cromatografía de Fluidos Supercríticos (SFC) y la comercialización a partir de 
1987 de este tipo de cromatógrafos, en los cuales la fase móvil no es ni un gas 
ni un líquido, sino un fluido supercrítico. Quizás por ello sea conveniente, sólo 
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relacionar la cromatografía con un método separativo y aceptar la definición 
de Guiddings: “un método de migración en zonas”, abriendo la mente ante los 
cambios que continuamente se producen. 
La idea de la HPLC misma, siglas que se debieron a “High Pressure Liquid 
Chromatography” debieron ser cambiadas cuando los cromatografistas se 
dieron cuenta que la presión sólo constituía una herramienta que forzaba la fase 
móvil a atravesar la columna, sin constituirse por sí en una variable del sistema. 
Sin embargo, y ante la “universalidad” consumada del término “HPLC”, se 
decidió simplemente buscarle otro significado, resultando “High Performance 
Liquid Chromatography” (61). 
 
4.1. FORMAS DE CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 
 
Cromatografía liquido-solido (LSC) o de adsorción.  
Este método emplea una fase estacionaria polar, típicamente silicagel, y una 
fase móvil no polar, por ejemplo el hexano, en general con el agregado de algún 
aditivo que provee selectividad (61). 
 
Cromatografía liquido-liquido (LLC) o de partición 
En esta modalidad, las moléculas de soluto se distribuyen entre dos líquidos: 
uno es la fase móvil, y el otro la fase estacionaria, que se encuentra 
homogéneamente dispersa en un soporte sólido, finamente dividido (61).  
 
Cromatografía de fase ligada (BPC) 
Las virtudes de la LCC eran claras, tanto como sus limitaciones. Por ello resulta 
también razonable pensar que reemplazarlo el tipo de unión de la fase 
estacionaria a su soporte, haciéndola perdurable por medio de una unión 
química covalente, el éxito del material estaría asegurado. Así, prácticamente 
el 90 % de las separaciones cromatografías modernas estaría asegurado. Así, 
prácticamente el 90 % de las separaciones cromatográficas modernas efectúa 
sobre material químicamente modificado, el cual permite optar, según el 
reactivo empleado para su fabricación, entre materiales altamente hidrófobos o 
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altamente hidrofílicos, con un amplio rango de polaridad y de selectividad: 
octadecilo, octilo, hexilo, butilo, etilo, ciano, diol, fenilo, amino, nitro, amino 
cuaternario, resto sulfónico, etc. (61). 
 
Cromatografía de intercambio iónico (IEC) 
En este caso se emplean rellenos en los cuales la partícula está constituida por 
un polímero o por silicagel, en cada caso unido a un grupo funcional aniónico 
o catiónico (típicamente sulfónico para el intercambio de cationes, amonio 
cuaternario para el intercambio de aniones). La selección del tipo de grupo 
funcional permite escoger entre intercambiadores débiles y fuertes (61). 
 
Cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) 
Esta modalidad emplea materiales de porosidad controlada, que funciona como 
un filtro o tamiz y clasifica las moléculas de la muestra según un orden 
decreciente de tamaño molecular (las más grandes son las primeras en eluir, y 
las más pequeñas son la ultimas). Si se dispone de estándares apropiados, de 
peso molecular adecuado (proteínas para análisis de proteínas, dextranos para 
el ensayo de dextranos, etc.), puede evaluarse el peso molecular de un 
compuesto desconocido, o bien la distribución de pesos moleculares de un 
polímero (61). 
4.2. BASES DE LA SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA. 
La cromatografía líquida es, como todos los métodos cromatográficos, un 
método separativo. Así el lugar donde se produce la separación, la columna, 
puede ser considerado el corazón del sistema cromatográfico, alrededor del 
cual se centra todo, ya que alrededor de él se monta un equipo de mayor o 
menos complejidad (61). 
 
El cromatógrafo líquido estará constituido por: 
 
 Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con la fase móvil. 
 Un sistema que permite la introducción de la muestra: el inyector. 
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 Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase móvil a través de la 
columna: la bomba. 
 Un sistema de monitoreo de la solución que emerge de la columna. El 
detector. 
 Un sistema de registro de los datos provenientes del detector. La señal del 
detector puede ser análoga y puede ser utilizada tal cual por un registrador 
gráfico o por un integrador, o digitalizada, para que pueda ser interpretada 
y procesada por una computadora. 
 
Como resultado del análisis cromatográfico se obtienen dos productos: 
 
Un gráfico, el cromatograma, que relaciona la concentración de soluto en 
función del tiempo (de elución). 
Un eluido o eluato, el líquido proveniente de la columna que, de recolectarse 
en forma secuencial o escalonada (manualmente o con un colector de 
fracciones), contiene la fase móvil, e idealmente, los componentes de la 
muestra separados (61). 
 
Cuando la muestra y la fase móvil son forzadas a atravesar la fase estacionaria, 
entran en juego distintos tipos de interacción entre cada uno de los 
componentes. Interacciones hidrofóbicas, puentes de hidrógeno, interacciones 
dipolares y electroestáticas, son las responsables de la mayor o menos afinidad 
de cada uno de los componentes de la muestra por la fase móvil o la fase 
estacionaria. Así el componente más afín a la fase estacionaria se retiene más 
y tarda más en eluir (es decir, en salir de la columna) y el más afín a la fase 











RESERVORIO DE LA FASE MÓVIL 
El reservorio es el recipiente que contiene la fase móvil. Se ubica en general 
algunos centímetros sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de la 
gravedad dirija el solvente hacia ésta, manteniendo llenas las conexiones. 
Puede emplearse como reservorio de fase móvil cualquier frasco de laboratorio 
de buena calidad (vidrio o polímero resistente) con una tapa adecuada para 
prevenir  el ingreso de partículas ambientales al sistema.  
Al extremo del tubo de salida de solvente se conecta un filtro de acero (buzo) 
con 2 o 10 µm de porosidad que impide el ingreso de partículas a la bomba (61). 
 
TUBERIAS 
La fase móvil empleada en HPLC debe circular por tuberías que conectan el 
reservorio de solvente con la bomba, la bomba con el inyector, este con uno o 
más detectores conectados en serie, y eventualmente con un colector de 
fracciones o válvulas de distribución. Es  evidente que las tuberías deberán ser 
inertes, y de acuerdo a su ubicación en el sistema cromatográfico, resistentes a 
altas presiones (61).  
 
UNIONES 
Las uniones permiten conectar las tuberías, y con ellas, los distintos 
componentes del sistema cromatográfico. La unión consiste en dos piezas de 
acople perfecto, la unión “macho”, consiste en una férula que se afirma a la 
tubería conectora y un tornillo que se ajusta a la unión “hembra”, presente en 
un conector o componente de un módulo, dejando un volumen interno libre al 
solvente prácticamente nulo (61). 
Las uniones deben reunir determinadas características, entre ellas: 
 Deben ser inerte a fases móviles y muestras. 
 Deben cerrar herméticamente. 
 No deben contribuir en forma notable con el ensanchamiento de la banda 





Las bombas de HPLC impulsan la fase móvil proveniente del reservorio de 
solvente hacia el inyector, y desde allí hacia la columna. Su caudal de trabajo 
puede ser muy variable, según la escala de trabajo escogida. Existen bombas 
capaces de entregar caudales muy pequeños, del orden de los micro- 
filtros/minutos para la cromatografía analítica convencional hasta valores 
mucho mayores para las separaciones semipreparativas y preparativas. 
Básicamente existen dos tipo de bombas: las de pistón (bombas reciprocantes) 
y las de desplazamiento continuo (bombas jeringa) (61). 
 
Características de las bombas  
 
 Caudal. Los equipos convencionales operan con caudales entre 0.1 y 10.0 
mL/min y trabajan con presiones de hasta 6000 psi. 
 Exactitud en el caudal. La exactitud en la medición del caudal se refiere a 
la divergencia entre el caudal de trabajo establecido y el caudal real 
entregado. La importancia en la exactitud del caudal reside en la 
importancia que pueda darse a la exactitud en la determinación de los 
tiempos de retención de las sustancias a cuantificar. 
 Ruido. El ruido (short-term) se refiere a las variaciones denominadas 
pulsaciones que presentan las bombas recíprocas, y que conducen a 
variaciones en el caudal de solventes entregado en intervalos cortos de 
tiempo. Se origina en la detención (en intervalos de tiempo muy breves) del 
caudal del líquido durante los movimientos habituales de la bomba 
(apertura-cierre de válvulas o movimiento de los pistones).A pesar de que 
cierto nivel de ruido es habitual, deficiencias en el sistema de bombeo como 
válvulas tapadas, burbujas de aire ocluidas en los cabezales o sellos en mal 
estado intensifican notoriamente su valor. Este parámetro es de importancia 
crucial para asegurar resultados cuantitativamente válidos debido a que las 
áreas de los picos de HPLC varían cuando varía el caudal de solvente. 
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 Deriva. La deriva es un cambio continuo (positivo o negativo) en la entrega 
de solvente que se produce en intervalos de tiempo muy largos (típicamente 
durante horas). La deriva en el caudal conduce a diferencias en las áreas de 
los picos durante operaciones automáticas en períodos  largos (por ejemplo 
toda la noche). 
 Sistema de corte.  Es conveniente que la bomba posea sistemas de corte 
de caudal cuando se superen valores límites de presión tanto superior como 
inferior. Este sistema de corte evita, en el primer caso, que excesos en la 
presión del sistema cromatográfico pueda dañar los componentes más 
sensibles como columnas y celda de los detectores. En el segundo caso 
permite detectar las posibles pérdidas de solvente o la incorporación de 
burbujas de aire al agotarse la fase móvil. Estos sistemas pueden tener una 





El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solución sin 
interrumpir el caudal  de solvente a través del sistema (61). El inyector debe 
reunir una serie de características importantes, entre ellas: 
 
 Debe ser fácil de operar. 
 Debe ser inerte al ataque químico y capaz de soportar altas presiones. 
 Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el 
sistema. 
 No debe provocar diluciones importantes de la solución inyectada. 
Actualmente la totalidad de los inyectores de HPLC son válvulas que orientan 
el caudal hacia la columna, pasando o no según su posición, a través de un loop 






El detector es la parte del equipo cromatográfico que permite “ver” y ubicar en 
tiempo y espacio la posición de cada componente de una muestra a la salida de 
la columna cromatográfica.  
Los detectores deben reunir ciertas características importantes, entre ellas: 
 
 Tener un amplio rango dinámico de respuesta.  El rango dinámico para 
un detector de LC está definido por  la ASTM ( American Society for 
testing and materials) como el rango de concentraciones de una sustancia 
en análisis en al que un cambio en la concentración produce un cambio en 
la señal. Como deducirse, esto incluye tanto la respuesta lineal como no 
lineal (61). 
 Poseer una respuesta lineal. El detector debe medir alguna propiedad del 
analito que se incremente linealmente al aumentar su concentración. Se 
denomina rango lineal de un detector al rango de concentraciones que 
producen una respuesta lineal, este rango está incluido en el rango dinámico 
(61). 
 No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar. El 
ensanchamiento de banda extracolumnar se refiere a la perdida de 
eficiencia no adjudicable a la columna si no a la construcción del equipo 
cromatográfico (61). 
 Responder a todos los solutos. La situación ideal es, obviamente, que el 
detector responda a todo tipo de solutos, pero esto no siempre es posible n 
HPLC debido a que para la detección deben obtenerse instrumentos 
capaces de medir una propiedad diferencial entre un líquido (la fase móvil) 
y un sólido (los analitos disueltos) (61). 
 Tener la sensibilidad apropiada. Habitualmente esta propiedad se 
contrapone con la universalidad de detección. Es decir que detectores que 
responden a todos los analitos en general poseen sensibilidades menores, y 
en contrapartida, detectores que poseen una alta sensibilidad no responden 




 No afectarse por cambios de temperatura. En lo posible los cambios de 
temperatura no deben modificar la señal emitida por los detectores. Esta 
característica no es válida para el detector de índice de refracción en el cual, 
para trabajos que demanden una sensibilidad media o alta debe 
termostalizarse para tener una línea base estable (61). 
 Poseer  una buena relación señal/ruido. El ruido de un detector es la 
máxima amplitud de la combinación de los términos de ruido largos y 
cortos en un período de tiempo dado. Estas perturbaciones que se producen 
en la línea base del detector se deben a la electrónica propia del 
instrumento, a problemas relacionados con las variaciones de temperatura, 
oscilaciones de la tensión de la línea eléctrica, o a fluctuaciones en el caudal  
(61). 
 No destruir la muestra. Esta propiedad es una característica de casi todos 
los detectores de HPLC (una excepción es el electroquímico) y resulta muy 
importante cuando se desea recolectar al analito aislado (61). 
 
EL HORNO 
Debe ser estables +/- 0.2%. 
Debe contar con mecanismos de seguridad. 
Las columnas deben ingresar fácilmente a su compartimiento. 
Preferentemente debe conectarse el inyector dentro del horno (61). 
 
SISTEMAS DE TOMA Y PROCESAMIENTO DE DATOS 
 
El resultado del ensayo cromatográfico es la obtención de fracciones separadas 
de un gráfico o cromatograma de cuya interpretación pueden extraerse 
conclusiones cualitativas y cuantitativas. Este  registro y la eventual 
manipulación se obtienen a partir de la señal proveniente del detector por medio 
de un sistema de toma y procesamiento de datos, entre los que podemos citar: 
 
 Registrador gráfico, que convierte la señal en un gráfico del tipo X-Y. 
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 Integrador, que permiten no sólo obtener un registro gráfico 
(cromatograma) sino también su tratamiento para el cálculo de 
concentraciones.  
 Computadora. Básicamente el integrador es una computadora de uso muy 
específico. En este punto nos referimos a una computadora de tipo personal 
que permita con el software apropiado tanto el registro grafico del 
cromatograma como los cálculos apropiados, la manipulación de datos, el 
almacenamiento de ensayos, generación de reportes, e incluso el manejo 
global de varios cromatógrafos. Como computadoras que necesitan señales 
digitalizadas, se necesita una interface analógica digital que convierta la 
señal analógica entregada por el detector (61). 
 
5. MÉTODO ANALÍTICO 
 
CONCEPTO 
El método analítico se refiere a la forma de realizar el análisis. Este debe 
describir en detalle los pasos necesarios para realizar cada prueba analítica. 
Esta puede incluir a las preparaciones de la muestra, los estándares de 
referencia y los reactivos, uso de aparatos, generación de la curva de 
calibración, uso de la fórmula para los cálculos, etc.; pero no se limita sólo a 
ello (61). 
 
FASES EN EL DESARROLLO DE UN MÉTODO ANALÍTICO 
 
El desarrollo lógico del método analítico transcurre en tres fases:  
 
Definición de las características y requerimientos que debe   satisfacer el 
método analítico:  
Precisión exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad, tiempo, coste, 
tipo de instrumentación necesaria, etc. 
 
Puesta a punto del método analítico: 
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Desde los primeros estudios de tanteo con patrones hasta la utilización del 
método en muestras reales, pasando por la definición de los parámetros de 
idoneidad que garanticen el buen funcionamiento del sistema en el método del 
análisis. 
 
Validación del método analítico: 
Esta tercera etapa permitirá conocer la fiabilidad del método para su aplicación 
rutinaria y, en combinación con las etapas anteriores, sus características de 
funcionamiento con consecuencias positivas para su rendimiento (61). 
 
5.1. VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALÍTICO 
DEFINICIONES DE VALIDACIÓN  
Validación, es el acto mediante el cual, se reúne una serie de datos que permitan 
asegurar, por una parte, la fiabilidad y reproducibilidad de cualquier proceso, 
procedimiento, equipo y metodología empleados en la fabricación y control de 
un medicamento, y por otra parte, es comprobar y certificar, con evidencia 
documentada, que un método, sistema o proceso, cumple y se desarrolla  tal 
como estaba previsto, dentro de intervalos definidos (61). 
¿CUANDO ES NECESARIO VALIDAR UN MÉTODO DE   ENSAYO? 
Un método de ensayo se valida cuando es necesario verificar que los 
parámetros ejecutados son los adecuados para resolver un problema analítico 
en particular. El laboratorio debe validar (Requisito 5.4.5.2 de la Norma NTP 
ISO/IEC 17025):  
 Los métodos de ensayo no normalizados: Es aquel método de ensayo 
desarrollado por el propio laboratorio u otras partes no reconocidas. Por 
ejemplo: métodos de ensayo publicados o recopilados en revistas técnicas 
o textos; métodos de ensayo de fabricantes de bienes tales como equipos, 
kits de ensayo, instrumentos portátiles. 
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 Los métodos de ensayo modificados, ampliados o aplicados a un alcance 
diferente al originalmente establecido en la norma. (Se considera también 
un método de ensayo no normalizado) 
 Cuando se requiera demostrar la equivalencia entre dos métodos de ensayo. 
La validación es necesaria porque: 
 Proporciona un alto grado de confianza y seguridad en el método analítico 
y en la calidad de los resultados (61). 
 Permite un conocimiento profundo de sus características de 
funcionamiento. 
 
Este conocimiento y seguridad en el método analítico que ha sido validado 
se traduce en:  
 
 Disminución del número de fallos y repeticiones con el consiguiente ahorro 
de los costes asociados. 
 Cumplimiento de los plazos previstos de análisis. 
 Optimización del método, por ejemplo, mejorando la característica de 
practibilidad y posibilidades de automatización. 
 
Por otra parte, los métodos analíticos deben validarse para cumplir con 
las exigencias legales:  
 
 Las Good Manufacturing Practice de los Estados Unidos indican que deben 
establecerse y documentarse la exactitud, sensibilidad, especificidad y 
reproducibilidad de los métodos analíticos utilizados (61). 
 
Requisitos de la validación: Son tres los requisitos fundamentales: 
 Aseguramiento  de la calidad. La validación contribuye a garantizar la 
calidad y asegurar el mantenimiento de las propiedades de la calidad en 
un producto determinado. 
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 Demostración. Este aseguramiento debe ser mostrado mediante la 
fiabilidad y reproducibilidad del equipo, proceso, etc. 
 Documentación. Esta demostración debe estar debidamente 
documentada con las pruebas efectuadas y los datos obtenidos referidos 
a las pruebas según el protocolo de validación (61). 
 
5.2. PARAMETROS ANALÍTICOS. 
 
Las características de desempeño del método analítico se expresan en función 
de los siguientes parámetros analíticos:  
5.2.1. ESPECIFICIDAD O SELECTIVIDAD: 
 
La selectividad o especificidad, es la capacidad del método  para evaluar 
únicamente  el analito íntegro de forma exacta y específica, libre de 
interferencia de otros componentes, en la matriz de la muestra (61). 
5.2.2. LINEALIDAD E INTERVALO 
 
DEFINICIÓN DE LINEALIDAD 
La linealidad de un método analítico es su capacidad para demostrar que los 
resultados de la prueba son directamente proporcionales (o se convierten en 
directamente proporcionales mediante una transformación matemática bien 
definida) a la concentración del analito dentro de un rango dado (61). 
5.2.3. PRECISIÓN 
La precisión de un método analítico, es el grado de concordancia de los 
resultados de la prueba, cuando el método se aplica repetidamente  a  múltiples 
tomas  de una muestra homogénea. La  Precisión  puede ser medida, ya sea por 
el grado de reproducibilidad o de repetibilidad  del método analítico, bajo 





La exactitud  de un método, también conocida como error sistemático, 
corresponde a la diferencia entre el valor  obtenido (media) y el valor 
verdadero. La exactitud de un método analítico debe establecerse a lo largo de 
todo un rango (61). 
5.2.5. SENSIBILIDAD   
La sensibilidad de un método  analítico corresponde a la mínima  cantidad de 
analito que puede producir un resultado significativo (57) 
Los parámetros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los límites 
de detección y de cuantificación. 
Límite de detección 
El límite de detección es una característica de las pruebas de límite. 
Es la cantidad más baja de analito que puede detectarse, pero no 
necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones experimentales 
establecidas. De esta manera, las pruebas de limite solamente fundamenta qua 
la cantidad del analito está por encima  o por debajo de un nivel de seguridad. 
Límite de cuantificación 
Es la cantidad menor del analito que puede determinarse con precisión y 


















Muestras de estudio 
Para el presente estudio se utilizaron cinco muestras de aceites vegetales 
obtenidas de supermercados y muestras registradas en el Laboratorio de Ensayo 
y Control de Calidad de la Universidad Católica de Santa María, ver Cuadro Nº 
01. 
CUADRO Nº 01: Muestras. 
Nº ACEITE VEGETAL 
1 Linaza 
2 Sacha Inchi  
3 Soja  
4 Zapallo A (Zambo) 
5 Zapallo B (Macre) 
 
2. AMBIENTE UTILIZADO  
El siguiente trabajo de investigación se realizó en el Laboratorio de Ensayo y 
Control de Calidad (H-204 /205) de la Universidad Católica de Santa María en 
la ciudad de Arequipa. 
3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS 
Materiales 
 Micropipetas de 50 y 1000 µl. 
 Fiolas de 5, 10, 100, 250 y 500 ml. 
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 Pipetas volumétricas de 5, 10 25 y 50ml. 
 Pipetas graduadas de 1, 2 y 5 ml. 
 Viales para HPLC. 
 Vaso de Precipitados de 25, 50 y 100 ml. 
 Espátulas. 
 Probetas graduadas de 100 y 500 ml. 
 Jeringas descartables de 5 y 10 ml. 
 Membranas de filtración para HPLC. 
 Baguetas. 
 Matraz Erlenmeyer de 100 ml. 
 Puntas estériles.  
 Matraz Kitasato de 1000 ml boca H29/32. 
 Soporte de membrana con placa porosa H29/32. 
 Embudo soporte de 300 ml. 
 Pinza y papel aluminio.  
Reactivos  
 Agua destilada. 
 Agua ultra pura. 
 Acetonitrilo grado HPLC (Merck). 
 Metanol grado HPLC. (Merck). 
 Ácido acético glacial p.a. 
 Estándar de: 
 Ácido α-linolénico con pureza ≥ 99 % (Sigma). 
 Ácido linoléico con pureza ≥ 99 % (Sigma). 
 Ácido oleico con pureza ≥ 99 % (Sigma). 
 Hidróxido de Sodio 0.1 N. 
 Ácido clorhídrico 0.1 N. 




Los equipos utilizados en la presente investigación están calibrados y 
verificados. 
a. Equipo de cromatografía líquida de alta resolución  
Marca: Merck Hitachi 
Modelo: LaChrom 
Equipado con los siguientes módulos: 
 Detector DAD (Diode Array Detector) Merck Hitachi  
 Modelo: L-2450 
 Nº Serie: 1726-011 
 Columna Merck Lichrocar 250mm x 4mm RP-18(5um) 
 Integrador Merck Hitachi 
 Bomba programable Merck Hitachi  
Modelo: L-2130 
Nº Serie: 17E01-036 
 Organizador ELITE LaChrom 
Modelo: L -2000 
Nº Serie: 17E16-034 
 Software: Chromatography Data Station 
 Software HPLC System ManagerVersion 4.1 
 
b. Balanza analítica 
Marca:   OHAUS 
Modelo:   PIONNER 
Sensibilidad:  0.0001 g 
c. Baño María regulable 
Marca: Sur Val 
Modelo: 1185-20 
d. Ultrasonido 




e. Bomba de vacío 
Marca: Cole Palmer 
Modelo: 7049-02 
f. Purificador de agua: Easy pure II – RF Ultra pure water system, con una 
conductividad de 18 MΩ. 
4. MÉTODOS 
MÉTODOS ANALÍTICOS 
Método Analítico para Determinar el Contenido de ácidos grasos omega 
libres (ácido α-linolénico, linoléico y oleico) en muestras de aceite vegetal 
por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC). 
Se tomaron un grupo de 5 muestras de aceites vegetales para la determinación 
de ácidos grasos omega libres, teniendo en consideración que todos los aceites 
se encuentran bajo las mismas condiciones de almacenamiento y todos son 
procesados de la misma manera. 
Condiciones cromatográficas. 
 Equipo:  Cromatógrafo Liquido de Alta Resolución 
 Columna:  Rp-18 Merck Lichrocart 250mmx 4mm 
 Sistema:  Isocrático 
 Longitud de onda: 205 nm  
 Flujo: 1ml/min 
 Tiempo de retención: aproximadamente, 3.2, 4.3, 6.3 min para los ácidos  α-
linolénico, linoléico y oleico respectivamente. 
 Tiempo total de corrida: 10 minutos 
 Fase móvil: Acetonitrilo 85 %; metanol 5 % y ácido acético 1% 
PREPARACIÓN DE LA FASE MÓVIL  
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Ácido acético 1% 
Medir exactamente 5 ml de ácido acético glacial con una pipeta volumétrica en 
una fiola de 500 ml y disolver con agua ultra pura hasta enrasar. 
Preparación de la mezcla disolvente 
En una fiola de 100 ml mezclar 85 volúmenes de acetonitrilo grado HPLC, 5 
volúmenes de metanol grado HPLC y 10 volúmenes de la solución de ácido 
acético 1 %. 
Preparación de la mezcla de estándares  
En una fiola de 10 ml pesar 10 mg de los 3 estándares de ácidos grasos omega, 
enrasar con la mezcla disolvente cubrir con papel aluminio y llevar al ultrasonido 
por 10 minutos, esta solución. 
Validación del método analítico 
De acuerdo a los criterios sugeridos por International Conference on 
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals 
for Human Use (ICH) y la association of analytical communities AOAC y la 







Sirve para determinar la proporcionalidad entre la concentración del principio 
activo y su respuesta en presencia de la matriz del producto. 
Preparación de la mezcla de estándares  
En una fiola de 10 ml pesar 10 mg de cada uno de los  estándares de ácidos 
grasos omega, cubrir con papel aluminio, enrasar con la mezcla disolvente y 
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someter al ultrasonido por 10 minutos, (concentración de la mezcla de 
estándares: 1000 mg/L o ppm). 
Preparación de la curva de calibración 
Se preparó una solución stock con estándares de  ácido α-linolénico, linoléico y 
oleico correspondientes a una concentración de 1000 mg/L con mezcla 
disolvente hasta su completa disolución. A partir de esta solución se tomaron 
alícuotas de 500, 750, 1000, 1250 y 1500 µl, llevando a cada una de ellas a Fiolas 
de 5 ml, enrasándolas con mezcla disolvente, obteniendo concentraciones de 
100, 150, 200, 250 y 300 mg/L respectivamente. Transferir  estas soluciones a 
viales para HPLC y proceder a inyectar por duplicado. 
 





La linealidad de un método analítico se refiere a la proporcionalidad entre la 
concentración de analito y su respuesta. Este paso de la validación es necesario 
si se va a trabajar con un solo estándar en las determinaciones de rutina, aunque 
pueden aceptarse métodos no lineales, si se opera con estándares múltiples cada 
vez. Además, conjuntamente se determina el  rango lineal, es decir, el intervalo 
comprendido entre la concentración mínima y máxima de analito para el cual el 
método ha sido probado y dentro del cual se puede efectuar el dosaje por 
























a ii    
Siendo  a y b  los estimadores de la ordenada al origen y pendiente 
respectivamente, n el número de mediciones, Xi la concentración e Yi, el valor 
medido en el ensayo i, Independientemente  de la apariencia de la recta, resulta 
conveniente evaluar los estimadores de la regresión en un  intervalo de confianza 
dado (p = 0,05). 
 




































Así:     
El valor r = 1 indica una recta perfectamente lineal, r = -1 una recta perfectamente 
lineal de pendiente negativa y  r = 0  la no correlación entre X e Y. En la práctica, 
r es generalmente mayor de 0,99 y los valores menores de 0,90 son raros. Sin 
embargo, el mejor indicador del modelo lineal no es r sino un test estadístico, en 
el cual se calcula un valor de t con n-2 grados de libertad y se compara con el 
valor  t  calculado para el nivel de confianza requerido. Si  el valor observado es 
mayor que el de la tabla, entonces se concluye que la correlación lineal es 








El límite de confianza para el estimador de la pendiente  (b) se calcula en función 


























Luego, los límites de confianza de la pendiente corresponden a: Intervalo de 




Donde t es para n-1 grados de  libertad. Por su parte, el límite de confianza del 







 22  
 
Intervalo de confianza para a: a = a ± t,Sa 
Para pruebas de Disolución la ICH recomienda un +/- 20 %  sobre el rango 
especificado. 
SENSIBILIDAD   
Preparación de la mezcla de estándares o solución stock  
En una fiola de 10 ml pesar 10 mg de cada uno de los  estándares de ácidos 
grasos omega, cubrir con papel aluminio, enrasar con la mezcla disolvente y 
someter al ultrasonido por 10 minutos, (concentración de la mezcla de 
estándares: 1000 ppm). 
Preparación de los 3 puntos por debajo de la curva de calibración. 
En fiolas de 5 ml transferir 125, 250 y 350 µl de la solución stock, enrasar con 
la mezcla disolvente obteniéndose concentraciones de 25, 50, 75 ppm 
respectivamente, cubrir con papel aluminio, someter al ultrasonido por 10 
minutos. Transferir estas soluciones a viales para HPLC y proceder  con la 
lectura.  
Análisis estadístico 
La sensibilidad de un método analítico corresponde a la mínima cantidad de 
analito que puede producir un resultado significativo Los parámetros a definir al 




Límite de detección corresponde, según la, USP XXX, a la menor concentración 
de analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una 
muestra, en las condiciones establecidas y se expresa en unidades de 
concentración (%, ppm, ppb, etc,),  
Límite de cuantificación corresponde, según la misma referencia, a la menor 
concentración de analito que puede determinarse con precisión y exactitud 





Los límites de detección y cuantificación pueden estimarse a partir de la curva 
de regresión, siempre que se hayan considerado concentraciones bajas de analito, 
por extrapolación a concentración cero. 
 Se determina la pendiente de la curva de calibración (concentración  vs  
respuesta)  en el rango apropiado: b 
 Se obtiene otra curva de calibración, leyendo cada punto por triplicado, pero 
en este caso para concentraciones menores de analito, determinándose la 
ecuación de esta nueva recta de calibración y se extrapola la respuesta a 
concentración cero, obteniéndose un estimado de la respuesta del blanco: Ybl  
 Se determina  la desviación estándar correspondiente a cada concentración del 
punto 2, se calcula la recta correspondiente a concentración vs s y se extrapola 
como en el caso anterior la desviación estándar a concentración cero, 
obteniéndose el estimado Sbl  correspondiente a la desviación estándar del 
blanco,  
 Se calcula el límite de detección (3 desviaciones estándar del blanco) y el límite 





















Es la dispersión de la medida alrededor de un valor medio. 
Es una medida de la REPRODUCIBILIDAD del método. 
Este ensayo se analiza con el mismo lote utilizado para la repetibilidad. 
Preparación del ensayo 
En 6 fiolas de 10 ml transferir 200 µl de una muestra de aceite vegetal y enrasar 
inmediatamente con la solución disolvente, cubrir con papel aluminio, someter 
al ultrasonido por 10 minutos, filtrar y proceder a leer por HPLC. 
Análisis estadístico 
La precisión está relacionada con la dispersión de las medidas alrededor de su 
valor medido o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos 
individuales cuando el método se aplica repetidamente a múltiples alícuotas de 
una muestra homogénea. 
La precisión se expresa matemáticamente como la desviación estándar,, este 
por s o más comúnmente como la desviación estándar relativa (DSR) o 




















     
Donde n es el número de medidas, es el valor medido en el ensayo i y el estimador de 






 1X  
Por su parte, la desviación estándar relativa o coeficiente de variación se calcula 
como:  
X
100 SDSR  
Ambos estimadores, desviación estándar y desviación relativa permiten evaluar 
la incertidumbre en la estimación de la medida (error aleatorio, correspondiente 
a la dispersión de datos alrededor de la medida). La precisión de un método 
deberá estudiarse sobre: 
El sistema, evaluando la dispersión de al menos 6 lecturas del estándar. La 
precisión debe medirse en condiciones repetitivas (mismo analista, mismo día, 
mismo instrumento) y en condiciones reproducibles (diferente analista diferente 
día,  diferente instrumento). Así la USP indica una DSR del sistema de no más 
de 2%, leyendo 5 veces una solución estándar, aunque pueden obtenerse en 
condiciones apropiadas valores inferiores al 1% e incluso menores. 
Horwitz ha encontrado una ecuación empírica que relaciona la DSR de un 
método dado con la concentración de analítico en la muestra. Para ello, se 
recopilaron resultados de unos 150 ensayos ínter laboratorios de la AOAC 
comprendiendo, por lo menos, 5 metodologías diferentes (cromatografía, 
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absorción atómica, espectrofotometría, bioensayos) la relación hallada es la 
siguiente,  
 
)log5.01(2(%) CDSR   
 
Donde C es la concentración del analito expresada en potencias de 10 
Así  la concentración de analito es 1 ppm la RSD será:  
DSR = 24= 16% 
Y si la concentración de analito es 1 ppb la DSR será: 
DSR = 25,5 = 45% 
En el mismo trabajo, Horwitz reporto que la DSR entre laboratorios tiende a 
disminuir al aumentar la experiencia analítica hasta un valor que se aproxima 
bastante al estimado por cálculo. 
 Límites de confianza: 
En muchos casos debe indicarse el intervalo de confianza de la medida, es decir, 
el rango en el cual puede definirse la probabilidad de que éste "capture" con la 
probabilidad indicada el parámetro µ (76). 
Los criterios pueden ser varios, pero deberá dejarse constancia del empleado: la 
media ± 2 desviaciones estándar (correspondiente al 95% de las medidas en una 
distribución normal o gaussiana), la media ± 3 desviaciones estándar (99,7% de 
las medidas para el mismo tipo de distribución) o preferentemente, cuando el 
número de muestras es pequeño (menor de 30), las medidas independientes, y la 








St    ,, XX  
     
Donde t es el valor  "t de Student", tabulado para n mediciones con v =  n-1 
grados de  libertad  y  para  varios  niveles de  significación  (el  nivel  más 
empleado  es  p = 0,05 , correspondiente a un intervalo de confianza del 95%). 
Exactitud  (Error sistemático o sesgo) 
Mide el grado de concordancia entre los valores obtenidos y el valor verdadero. 
Para este estudio se trabaja con los mismos estándares y muestras preparadas 
para determinar la Linealidad del método.  
Preparación del ensayo 
En fiolas de 5 ml, a cada muestra sometida al ensayo de precisión fueron 
enriquecidas de la siguiente manera: 
Añadir a cada fiola con 150 ppm de ácido  linoléico, 105 ppm de ácido α-
linolénico y para el caso del ácido oleico agregar primero 20 ppm para poder 
determinar el aproximado de trazas, para luego añadirle 150 ppm. Añadiéndose 
para cada fiola 105, 150 y 170 ppm de ácido α-linolénico, linoléico, oleico 
respectivamente. Proceder a leer por HPLC. 
Análisis Estadístico 
La exactitud o bien podríamos llamarla “Inexactitud”. Debe ser tan pequeña 
como sea posible para que el valor medido se aproxime al de referencia, Dicho 
de otro modo, la recuperación del analito debe acercarse al 100%. 
En el análisis de trazas (micro componentes), no siempre se alcanzan 
recuperaciones tan elevadas y se consideran habituales valores de recuperación 
entre el 60 y 80 %. Para determinarlo puede utilizarse un ensayo t de Student, 
efectuando varias determinaciones de la muestra de concentración conocida y 
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calculando el t experimental, que se compara con el t de tablas para n-1 grados 
de libertad en el nivel de confianza escogido, generalmente p = 0,05. 




 100    
 
Siendo R la recuperación porcentual  
Si tobt < ttabla, no existe diferencia significativa con el 100% de recuperación y 
la exactitud es apropiada. 
SELECTIVIDAD  
Este parámetro permite determinar si el método es capaz de detectar únicamente 
el principio activo en una matriz determinada. 
Preparación de las Soluciones de trabajo 
Solución sometida a Hidrólisis Acida 
Tomar 1 mililitro de la solución stock de los estándares y llevarla a un tubo de 
ensayo, luego adicionar 1 mililitro de Ácido Clorhídrico 0,1 N. 
Solución sometida a Hidrólisis Alcalina 
Tomar 1 mililitro de la solución stock de los estándares y llevarla a un tubo de 
ensayo, luego adicionar 1 mililitro de Hidróxido de Sodio 0,1 N. 
Solución sometida a Fotolisis 
Tomar 1 mililitro de la solución stock de los estándares y llevarla a un tubo de 
ensayo, luego adicionar 1 mililitro de agua destilada. 
Solución sometida a Oxidación 
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Tomar 1 mililitro de la solución stock de los estándares y llevarla a un tubo de 
ensayo, luego adicionar 1 mililitro de peróxido de hidrógeno. 
Solución sometida a Hidrólisis 
Tomar 1 mililitro de la solución stock de los estándares y llevarla a un tubo de 
ensayo, luego adicionar 1 mililitro de agua destilada. 
Al finalizar la preparación de las soluciones llevar los tubos de ensayo a Baño 
María durante 1 hora, a excepción del tubo para el ensayo de fotolisis que será 
sometido a UV durante 1 hora. Luego dejar enfriar, filtrar y proceder a inyectar. 
Determinación  del contenido de ácidos omega libres en muestras de aceite 
vegetal por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) 
Preparación de la mezcla disolvente 
En una fiola de 100 ml mezclar 85 volúmenes de acetonitrilo grado HPLC, 5 
volúmenes de metanol grado HPLC y 10 volúmenes de la solución de ácido 
acético 1 %. 
Procedimiento 
Medir de 0.2 a 0.5 ml de aceite vegetal una fiola de 10 ml, enrasar con la mezcla 
disolvente, cubrir las fiolas completamente con papel aluminio, llevar al 
















RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En el presente trabajo se busca validar e implementar  una metodología analítica para 
cuantificar el contenido de los ácidos α-linolénico, linoléico y oleico que se encuentran 
libres en los aceites vegetales por cromatografía liquida de alta performance (HPLC), 
para ello se inició con la búsqueda y selección bibliográfica donde se halló metodologías 
para cuantificarlos por HPLC a longitudes de onda menores a 205 nm( 62), sin 
derivatizacion  (23, 66) y con una buena metodología analítica para validar dichos métodos 
a base de uso de estándares con pureza ≥ 99% (23,  66) , por los resultados satisfactorios 
de estas metodologías analíticas, dicha metodología fue considerada para el desarrollo 
del presente trabajo (31). 
Para cuantificar la concentración de ácidos grasos omega libres en muestras de aceite 
vegetal se utilizó un equipo de Cromatografía Liquida de Alta Resolución HPLC como 
se describe en el capítulo anterior. 




1. VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO POR CROMATOGRAFÍA 





Este parámetro se refiere a la proporcionalidad entre la concentración del analito 
y su respuesta. 
Para el desarrollo del presente parámetro fue necesario realizar 3 curvas de 
calibración para cada estándar de ácido omega 3, 6 y 9, para lo cual se prepararon 
5 puntos de concentraciones de 100, 150, 200, 250 y 300 ppm y se procesaron 
por HPLC por duplicado. El proceso se repite 3 veces y se toman los datos 
medios de cada proceso. 
En la tabla Nº 08 se muestran las áreas correspondientes al ácido α-linolénico y 
su correspondiente análisis estadístico, con cuyos datos promedio se procede a 
graficar una curva de calibración que se muestra en el gráfico Nº 01 obteniéndose 
un valor para r2 de 0.9992. 
En la tabla Nº 09 se muestran las áreas correspondientes al ácido linoléico y su 
correspondiente análisis estadístico, con cuyos datos promedio se procede a 
graficar una curva de calibración que se muestra en el gráfico Nº 02 obteniéndose 
un valor para r2 de 0.9982. 
En la tabla Nº 10 se muestran las áreas correspondientes al ácido oleico y su 
correspondiente análisis estadístico, con cuyos datos promedio se procede a 
graficar una curva de calibración que se muestra en el gráfico Nº 03 obteniéndose 
un valor para r2 de 0.9974. 
El valor r = 1 indica una recta perfectamente lineal, r = -1 una recta 
perfectamente lineal de pendiente negativa y  r = 0  la no correlación entre X e 
Y. En la práctica, r es generalmente mayor de 0,99 y los valores menores de 0,90 
son raros. 
 
Como se observa en el gráfico Nº 01,0 2 y 03, el valor de r es de 0.9992, 0.9982 
y 0.9974 para el ácido α-linolénico, linoléico y oleico respectivamente, con 
cuyos resultados se afirma que hay proporcionalidad entre la concentración del 
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analito y su respuesta, o mejor dicho que la variación de la variable dependiente 
se relaciona en un 99,9 % con respecto a la variación de la variable 
independiente; del mismo modo se observa que los puntos están dentro de una 









ÁREA I ÁREA II ÁREA III PROMEDIO s DSR
100 25015147 24829400 24878586 24907711 96238 0.39
150 36611876 36253005 36946811 36603897 346972 0.95
200 48167800 48223994 48161233 48184342 34496 0.07
250 59752801 60440055 58319136 59503997 1082128 1.82
300 70468651 70861864 67552775 69627763 1807716 2.60
Fuente: Elaboración propia 
Con los datos de la Tabla Nº 08 se obtiene la siguiente curva de calibración. 
 
Gráfico Nº 01.- Curva de calibración para la determinación de ácido α-
linolénico. 
Fuente: Elaboración Propia 






















Tabla Nº 09.-  Lecturas promedio obtenidas para determinar la linealidad  
del  ácido linoléico. 
concentración 
(ppm) 
ÁREA I ÁREA II ÁREA III PROMEDIO s DSR 
100 11801902 11411360 11845661 11686308 239115 2.05
150 17017638 16347547 17781378 17048854 717425 4.21
200 22862885 22289807 22176158 22442950 368087 1.64
250 28656120 28607368 27379182 28214223 723578 2.56
300 34360654 34980978 34883771 34741801 333642 0.96
Fuente: Elaboración propia 
Con los datos de la Tabla Nº 09 se obtiene la siguiente curva de calibración. 
 
Gráfico Nº 02.- Curva de calibración para la determinación de ácido 
linoléico. 
Fuente: Elaboración Propia 


























ÁREA I ÁREA II ÁREA III PROMEDIO s DSR 
100 364348 522124 443251 443241 78888.00 17.80
150 1358465 1442913 1398544 1399974 42242.16 3.02
200 2051908 2138859 2075632 2088800 44946.19 2.15
250 2779454 3000170 2812565 2864063 119029.08 4.16
300 3613003 3947661 3752104 3770923 168120.79 4.46
Fuente: Elaboración propia 
Con los datos de la Tabla Nº 10 se obtiene la siguiente curva de calibración. 
 
 
Gráfico Nº 03.- Curva de calibración para la determinación de ácido oleico. 
Fuente: Elaboración Propia 
 
 























La sensibilidad de un método analítico corresponde a la mínima cantidad de 
analito que puede producir un resultado significativo. Los parámetros a definir 
al evaluar la sensibilidad de un método son los límites de detección y de 
cuantificación. 
Límite de detección corresponde, según la, USP XXX, a la menor 
concentración de analito que puede detectarse, pero no necesariamente 
cuantificarse en una muestra, en las condiciones establecidas y se expresa en 
unidades de concentración (%, ppm, ppb, etc,),  
Límite de cuantificación corresponde, según la misma referencia, a la menor 
concentración de analito que puede determinarse con precisión y exactitud 
razonables en las condiciones establecidas y se expresa también en unidades de 
concentración. 
Tomando las curvas de calibración obtenidas en la determinación de la 
linealidad, representada por sus respectivas ecuaciones de la recta para cada 
acido omega calculadas entre 100 y 300 ppm inyectados, se efectúan tres 
mediciones por duplicado en la inferior de la curva para el cálculo de los límites 
de detección y cuantificación.  
Se puede observar que en la tabla Nº 14 se detallan los resultados obtenidos para 
el cálculo del límite de detección y de cuantificación,  para el presente método 
analítico se obtuvo un límite de detección de 2.84, 2.39, 5.65 ppm,  un límite de 
cuantificación de 7.76, 7.44 y 23.72 ppm para el ácido α-linolénico, linoléico y 
oleico respectivamente. 





Tabla Nº 11.- Lecturas obtenidas para determinar la sensibilidad  del  ácido 
α-linolénico. 
Concentración (ppm) Área 1 Área 2 Área media (promedio) s RSD
25 4787846 4962015 4874931 123156.08 2.53
50 9575692 9704030 9639861 90748.67 0.94
75 14363537 14286045 14324791 54795.12 0.38
Fuente: elaboración propia. 
a. Cálculo de la respuesta a concentración cero: 
 
El análisis de regresión tomando los valores medios de área de la recta 









b. Calculo de la desviación estándar de la respuesta a concentración cero: 
Se efectúa el análisis de regresión tomando la concentración como X y 






y  ൌ  188997x  ൅  16333
Ybl = 163334 




La recta calculada es: Y= -1367.2 X + 15792 se toma como  Sbl= 157928  
Luego, usando la ecuación de la curva de calibración para ácido α-linolénico  
࢟  ൌ  ૛૛૝૟ૡ૙࢞  ൅  ૛ૡ૛ૢ૝૟૙ 
Tomamos como pendiente b: 224680 los índices a calcular son: 
Límite de cuantificación= 2.84 ppm 
 
Límite de cuantificación = 7.76 ppm 
 
 
Determinación de la sensibilidad para el ácido linoléico. 
Tabla Nº 12.- Lecturas obtenidas para determinar la sensibilidad  del  ácido 
linoléico. 
Concentración (ppm) Área 1 Área 2 Área media s RSD 
25 2895076 2981415 2938246 61050.89 2.08
50 5890151 5953831 5921991 45028.56 0.76
75 8785227 8814246 8799737 20519.53 0.23
Fuente: elaboración propia. 
a. Cálculo de la respuesta a concentración cero: 
El análisis de regresión tomando los valores medios de área de la recta 





















b. Calculo de la desviación estándar de la respuesta a concentración 
cero: 
Se efectúa el análisis de regresión tomando la concentración como X 







La recta calculada es: Y= -810.63X + 82731 se toma como  Sbl= 82731 
Luego, usando la ecuación de la curva de calibración para ácido linoléico  
࢟  ൌ  ૚૚૝૞૞૜࢞  െ  ૡ૜ૠ૚૞ 
Tomamos como pendiente b: 114553los índices a calcular son: 
Límite de cuantificación= 2.39 ppm 
 
 





















Determinación de la sensibilidad para el ácido oleico 
Tabla Nº 13.- Lecturas obtenidas para determinar la sensibilidad  del  ácido 
oleico. 
Concentración (ppm) Área 1 Área 2 Área media s RSD 
25 887223 839497 863360 33747.38 3.91
50 1754446 1784970 1769708 21583.73 1.22
75 2651668 2673462 2662565 15410.69 0.58
Fuente: elaboración propia. 
  
c. Cálculo de la respuesta a concentración cero: 
El análisis de regresión tomando los valores medios de área de la recta 
Y=35984X - 33994, la estimación de la respuesta a concentración cero 








d. Calculo de la desviación estándar de la respuesta a concentración 
cero: 
Se efectúa el análisis de regresión tomando la concentración como X 














La recta calculada es: Y= -366.73 X + 41917 se toma como  Sbl= 41917  
Luego, usando la ecuación de la curva de calibración para ácido  oleico  
࢟  ൌ  ૚૟૛૜ૢ࢞  െ ૚૚૜૝૜ૡ૚  
Tomamos como pendiente b: 16239 los índices a calcular son: 
Límite de cuantificación= 5.65 ppm 
 
Límite de cuantificación = 23.72 ppm 
 
 








Ybl 163334 25167 -33994 
Sbl 157928 82731 41917 
pendiente b 224680 114553 16239 
LD (ppm) 2.84 2.39 5.65 
LC (ppm) 7.76 7.44 23.72 

















Este parámetro está relacionado a la dispersión de las medidas alrededor de su 
valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos 
individuales cuando el método se aplica repetidamente a múltiples alícuotas de 
una muestra homogénea. 
La precisión se expresa matemáticamente como la desviación estándar estimada 
analíticamente por s o más comúnmente como la desviación estándar relativa 
(RSD) o coeficiente de variación (CV). La precisión debe medirse en 
condiciones REPETITIVAS (mismo analista, mismo día, mismo instrumento) y 
en condiciones REPRODUCIBLES (diferente analista, diferente día, diferente 
instrumento. 
El cociente repetitibilidad/reproducibilidad es un parámetro muy útil para 
evaluar la precisión de un método analítico. Su valor, según la AOAC esta 
normalmente comprendido entre 1.5 y 2. Valores mayores de 2 pueden indicar 
un método “muy personal”, mientras un valor menor de 1.5 indica pobre 
repetibilidad de algún analista en una serie de mediciones. 
Para el presente trabajo se realizó la precisión con una muestra que fue preparada 
6 veces en las mismas condiciones para el ensayo de REPETITIBILIDAD, y 6 
veces en diferentes condiciones para el ensayo de REPRODUCIBILIDAD del 
método. 
El criterio de aceptación puede ser variable y estará dictado por los objetivos 
buscados. 
Así, la USP indica en general que una RSD del método debe ser menor de 2.7%. 
En la Tabla Nº 17 se muestra una RSD en condiciones repetitivas de 1.28 y 
1.34% para el ácido α-linolénico y linoléico respectivamente, asimismo, una 
RSD en condiciones reproducibles de 0.77 y 0.72% para el ácido α-linolénico y 
linoléico respectivamente. Según estudios realizados por  la AOAC el cociente 
de repetitibilidad/reproducibilidad  esta normalmente comprendido entre 1.5 y 
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2, en la Tabla se muestra un cociente de 1.7 y 1.9 para el ensayo de precisión de  
ácido α-linolénico y linoléico respectivamente. 
También se muestran los intervalos de confianza de ± 0.55 y 0.28 para para el 
ácido α-linolénico y linoléico respectivamente.  
En la Tabla Nº 17 no se muestran los resultados del ácido oleico debido a que en 
la muestra está presente el ácido oleico en muy bajas concentraciones y el  
método no puede ser capaz de cuantificarlo como lo indica el punto 1.2.3 que 
describe que el límite de cuantificación es de 23.72 ppm para el ácido oleico. 
Los resultados obtenidos en para cada acido omega fueron incluso altos en 
comparación con los resultados obtenidos por V. Guarrasi y colaboradores (21) 
que obtuvo como límite de cuantificación 6.8, 0.4 ,0.05 ppm para los ácidos 
oleico, linoléico y α-linolénico respectivamente, esto debido a que trabajan una 
longitud de onda superior que es de 208 nm. 
Tomando en cuenta que se los valores hallados se encuentran dentro de las 
especificaciones dadas por la USP y AOAC podemos afirmar que nuestro 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabla Nº 17.- Resultados del ensayo de precisión  
   Ácido α-linolénico Ácido linoléico
Repetitibilidad  
RSD (%) 1.28 1.34
intervalo de confianza (+/-) 0.55 0.28
Reproducibilidad  
RSD (%) 0.77 0.72
intervalo de confianza (+/-) 0.35 0.15
Parámetro repetitibilidad/reproducibilidad 1.7 1.9
Fuente: Elaboración propia 
1.4. Exactitud  
Este parámetro se refiere al valor medido que se obtiene, el cual debe ser muy 
próximo al de referencia. En otras palabras el porcentaje de recuperación del 
analito debe acercarse al 100%. 
En el presente trabajo se agregó una cantidad de estándar conocida de cada ácido 
omega a las muestras leídas en el ensayo de precisión. Pero se tomó un tratamiento 
especial al ensayo con el ácido oleico ya que se agregó 20 ppm a una muestra para 
confirmar la presencia de ácido oleico libre lo cual dio positivo así que de 
inmediato se dio el mismo tratamiento a todas las muestras agregando así después 
150 ppm del estándar de ácido oleico, 105 ppm de ácido α-linolénico y 150 ppm 
de ácido linoléico. Y se procedió a leer las muestras. Y los resultados se muestran 
a continuación. 
Como se observa en la tabla Nº 18 y 19, se obtuvieron valores de desviación 
estándar relativa (DSR) de 1.33 y 2.01%,  el porcentaje de recuperación fue de 
100.6 y 100.5% dentro de los límites establecidos. 
Para el ácido oleico se obtuvieron una RSD promedio de 110.6% esto debido a 
que la muestra efectivamente tiene unas cantidades incuantificables de ácido 












ppm F- ppm SF 
% 
RECUPERACION
105 42.11 147.81 105.70 100.7
105 40.88 147.82 106.94 101.8
105 40.74 147.74 107.00 101.9
105 40.90 146.15 105.25 100.2
105 41.15 144.33 103.18 98.3
105 40.74 146.45 105.71 100.7
 promedio  100.6
 Desviación Estándar 1.33
   RSD 1.32
Fuente: Elaboración propia 







ppm F-ppm SF % RECUPERACION
150 20.09 173.03 152.94 102.0
150 20.34 175.44 155.10 103.4
150 19.89 171.62 151.73 101.2
150 19.61 167.72 148.11 98.7
150 20.05 167.21 147.16 98.1
150 20.29 170.00 149.71 99.8





Fuente: Elaboración propia 









ppm F-ppm SF % RECUPERACION
170 0.00 191.25 191.25 112.5
170 0.00 181.91 181.91 107.0
170 0.00 205.15 205.15 120.7
170 0.00 182.10 182.10 107.1
170 0.00 190.02 190.02 111.8
170 0.00 177.83 177.83 104.6
   promedio  110.6
   
Desviación 
estándar 5.8
   RSD 5.2
  Fuente: Elaboración propia. 
1.5. Selectividad  
Estándar 
Podemos observar que el pico correspondiente al ácido α-linolénico, linoléico y 
oleico con tiempos de retención de 3.2, 4.3 y 6.3 min respectivamente. 
Figura N° 07 
 
Solución sometida a Hidrólisis Acida 
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Podemos observar que el pico correspondiente al ácido α-linolénico y linoleico 
sufrió degradación pero no se detecta ninguna respuesta significativa en el 
tiempo de retención, es decir no existe INTERFERENCIA . 
Figura N° 08 
 
Solución sometida a Hidrólisis Alcalina 
Podemos observar que el pico correspondiente al ácido α-linolénico y linoleico 
sufrió degradación pero no se detecta ninguna respuesta significativa en el 
tiempo de retención, es decir no existe INTERFERENCIA. 
 




Solución sometida a Fotolisis 
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Podemos observar que el pico correspondiente al ácido α-linolénico y linoleico 
sufrió degradación pero no se detecta ninguna respuesta significativa en el 
tiempo de retención, es decir no existe INTERFERENCIA. 
Figura N° 10 
 
 
Solución sometida a Oxidación 
Se observó que la degradación es notoria; pero esta no interfiere con el tiempo 
de retención, es decir no existe INTERFERENCIA. 





Solución sometida a Hidrólisis 
No se detecta ninguna respuesta significativa en el cromatograma, es decir no 
existe INTERFERENCIA. 
 
Figura N° 12 
En los cromatogramas de las figuras Nº 08, 09, 10 y 11 presentan 
ensanchamiento o un lomo en cada pico lo que se debe a que la columna esta en 
sobre uso. 
2. DETERMINACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS OMEGA EN ACEITES 
VEGETALES 
Se  determinaron por HPLC la cantidad de ácidos omega libres en diferentes 
aceites de origen vegetal. Los resultados obtenidos se  muestran en la Tabla Nº 
26 con concentraciones aproximadas a las especificadas en los envases debido 
a que en el presente las muestras no fueron saponificadas. 
Se analizaron por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) 5 muestras 
de aceites vegetales de linaza, sacha Inchi, soja y zapallo de variedades Zambo 
y Macre, determinando el contenido de ácido α-linolénico libre de 25.7, 20.3, 
6.0, 2.6 y 2.3% respectivamente y ácido linoléico libre de 10.4, 9.9, 24.5, 10.1 
y 11.7%. No se detectó ácido oleico debido a que las muestras contienen muy 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1. Es posible usar Cromatografía Liquida de Alta Resolución (HPLC) para 
determinar y cuantificar ácido α-linolénico, linoléico y oleico libres en 
aceites vegetales a 205 nm. 
2.  Para el desarrollo del método se utilizó una columna Rp 18 de 25 cm y una 
fase móvil de 85 % de acetonitrilo, 5% de metanol y acidificada con 10 % 
de ácido acético al 1%, obteniendo tiempos de retención de 3.2, 4.3 y 6.3 
minutos para el ácido α-linolénico, linoléico y oleico respectivamente 
3.  El método analítico desarrollado es lineal (con r2 mayor a 0.995), preciso 
(coeficiente de variación CV menor a 2.7%), exacto (porcentaje de 
recuperación aproximado a 100 %) y selectivo para los ácidos α-linolénico, 
linoléico y oleico. 
4.  Se cuantificaron ácido α-linolénico y ácido linoléico para Linaza 25.7 y 
10.4 %, Soja 6.0 y 24.5%, Sacha Inchi 20.3 y 9.9%, Zapallo Sambo 2.9 y 
9.6%, Zapallo Macre 2.2 y 11.7% respectivamente.  














Se recomienda esta metodología analítica para la determinación de ácidos grasos 
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